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 Abstract 
 
	 海馬は記憶と密接に関わっており、海馬スライスを用いた電気生理学的実験において、
強い刺激であるテタヌス刺激やシータバースト刺激 (TBS: theta burst stimulation) を与
えることにより、記憶の書き込み現象である長期増強 (LTP: Long-term potentiation) が
誘導される。また、女性ホルモン (E2: Estradiol) は、投与してから 1 時間以内に記憶学
習能を向上させることが、行動学実験により示されている。さらに、海馬自身には E2 (約
8 nM) を合成する能力があり、海馬シナプスには女性ホルモン受容体 (ER: Estrogen 
receptor) が存在する。以上から海馬で合成された E2 は海馬自身に作用して記憶学習能
を変化させていることが示唆される。しかし、12 週齢成獣オスラット海馬スライスに
E2 を短時間作用後、テタヌス刺激や TBS を用いて LTP を誘導しても、E2 によるさら
なる LTP の増強は観測できないことが先行研究から示された。一方、12 週齢成獣オス
ラット海馬スライスに E2 を短時間作用し、それ自身では LTP を誘導できない弱い刺激
である weak-TBS で刺激すると、E2 により LTP (E2-LTP) が引き起こされることが報告
された。したがって、海馬で合成される E2 は神経シナプスへの弱い刺激に対して急性
的に効果を発揮し、E2-LTP を誘導することで記憶学習に重要な役割を担っている可能
性がある。しかし、まだ E2-LTP の信号伝達系はわかっておらず、E2 と記憶学習の関係
を理解するために E2-LTP 成立の信号伝達系を調べることは意義がある。そこで、本研
究では E2 の急性効果による E2-LTP 成立の信号伝達系を示すことを目的に電気生理学
的実験を行った。 
	 先行研究により、海馬では女性ホルモン (E2) だけでなく、男性ホルモン (DHT: 
Dihydrotestosterone、約 7 nM) もまた合成されていることが示されている。よって、生
体の海馬内において、女性ホルモンと男性ホルモンが同時に存在し、相互作用している
ことが考えられる。しかし、この両者の相互作用については調べられていない。したが
って、E2 と DHT を同時に作用させたときの急性効果の解析と、その信号伝達系の解明
を目的として電気生理学的実験を行った。 
	 以上より本研究では、E2 の急性効果により E2-LTP が成立するための信号伝達系を示
唆した。また、DHT の E2-LTP への効果を示し、その信号伝達系を示唆した。 
	 今回の研究で得られた E2 の急性的な E2-LTP 成立の信号伝達系は、E2 の急性的な記
憶学習に対する効果のメカニズム解明に貢献することが期待される。また、本研究の結
果は、海馬内における E2 と DHT の相互作用による神経活動の変化の理解に貢献する
と考えられる。 
 Abstract 
 
  Estradiol (E2) is endogenously synthesized in the hippocampus. E2 supported LTP-induction 
(Long-term potentiation) (E2-LTP) upon weak-TBS (theta burst stimulation) in 12 weeks adult 
male rat hippocampal CA1 region. I investigated the mechanisms of E2 assisted LTP-induction. 
I used kinase inhibitors in order to examine the involvement of kinases in mechanism of LTP 
induction in the presence of E2. Androgen (T: testosterone, DHT: dihydrotestosterone) is also 
locally synthesized in rat hippocampus as E2. I suppose that E2-signaling may interact with 
signaling of T and DHT within synapses in the hippocampus. I investigated whether androgen 
affects E2-LTP, and the mechanisms of androgen effects on E2-LTP. 
  In conclusion, hippocampal-derived E2 and androgen may play as essential neurotrophic 
factors, which modulate LTP.  
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略語表  
 
歯状回 (DG: dentate gyrus) 
アンモン角 (CA: cornu ammonis) 
高頻度刺激 (HFS: high-frequency stimulation) 
低頻度刺激 (LFS: low freecency stimulation) 
長期増強 (LTP: long-term potentiation) 
長期抑圧 (LTD: long-term depression) 
興奮性シナプス後電位 (EPSP: excitatory postsynaptic potential) 
集合興奮性シナプス後電位 (fEPSP : field excitatory postsynaptic potential) 
シナプス後肥厚 (PSD: postsynaptic density)  
シータバースト刺激 (TBS: theta-burst stimulation) 
プレグネノロン (PREG: pregnenolone)  
プロゲステロン (PROG: progesterone) 
デハイドロエピアンドロステロン (DHEA: dehydroepiandrosterone)  
アンドロステンジオ－ル (ADiol: androstendiol) 
テストステロン (T: testosterone) 
エストラジオール (E2: estradiol)  
ジヒドロテストステロン (DHT: dihydrotestosterone) 
女性ホルモン受容体 (ER: estrogen receptor) 
男性ホルモン受容体 (AR: androgen receptor) 
NMDA: N-methyl-D-aspartic acid  
AMPA: alpha-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid  
CaMKⅡ: Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase Ⅱ  
PKC: protein kinase C 
PKA: protein kinase A 
MAPK: mitogen-activated protein kinase 
PP1: protein phosphatase 1 
CREB: cAMP response element binding protein 
Calcineurin: calcium/calmodulin-dependent protein phosphatase calcineurin、PP2B 
I-1: Inhibitor-1 
PPR: paired pulse ratio 
PPF: paired pulse facilitation 
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PPD: paired pulse depression 
PI3K: phosphoinositol 3-kinase  
ERK: extracellular signal-regulated kinase) 
PPT: propyl prazole triol  
MED 64 システム: multi-electrode array system) 
DDW: double distilled water 
ERE: estrogen response element  
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第 1 章	 序論  
1-1	 海馬と長期増強  
 
1-1-1	 海馬と記憶  
	 海馬は側頭葉内側部に位置し、折れ曲がった細長い形をしている。脳の左右に１つず
つ存在し、脳弓により繋がっている (Fig. 1-1)。また、海馬は長軸に対して垂直に切る
と、どの断面も神経細胞が並んだ層状構造をしている。海馬は解剖学的、組織学的に明
確な特徴を持ち、歯状回 (DG: dentate gyrus)、アンモン角 (CA1-CA3: cornu ammonis) に
分けられる。歯状回には顆粒細胞、アンモン角には錐体細胞という興奮性の神経細胞が
存在し、層状に配列している。アンモン角は錐体細胞の特徴から CA1、CA2、CA3 に
分類される。海馬の層状構造は、歯状回では、(1) 分子層 (stratum moleculare)、(2) 顆
粒細胞層 (stratum granulosum)、(3) 多形細胞層 (stratum multiforme) の 3 層に分けられ
る。また、アンモン角では、(1) 白板 (alveus)、(2) 上昇層 (stratum oriens)、(3) 錐体細
胞層 (pyramidal cell layer)、(4) 放射状層 (stratum radiatum)、(5) 網状分子層 (stratum 
lacunosum- moleculare)の 5 層に分けられる (Fig. 1-1)。CA3 では錐体細胞層と放射状層
の間に透明層 (stratum lucidum)と呼ばれる層が存在し、ここに歯状回からの苔状線維 
(mossy fiber) が投射する。このように、海馬は長軸方向のどの断面に対しても同じ層状
構造を持つので、この層状構造が記憶回路の形成に重要な役割を担うと考えられてきた。 
	 海馬内での主要な情報伝達経路は、次のようになっている。海馬外の嗅内皮質第 2 層
から歯状回の分子層に存在する顆粒細胞の樹状突起に貫通線維 (perforant pathway) が
入力した後、顆粒細胞の細胞体から出た軸索である苔状線維 (mossy fiber) が、歯状回
の多型細胞層を通り、CA3 の透明層内にある樹状突起に入力する。そして、CA3 より
シャーファー側枝 (schaffer collateral) と呼ばれる軸索が、CA1 の放射状層に存在する錐
体細胞の樹状突起に入力する。さらに、CA1 を出た軸索は再び海馬外へと進み、内嗅
皮質の第 4、5、6 層のいずれかに入力する。すなわち、内嗅野 → (貫通線維) → 顆粒
細胞 → (苔状線維) → CA3 錐体細胞 → (シャーファー側枝) → CA1 錐体細胞 → 内嗅
野と一巡する主要な経路を作る。この他にも反対側海馬との間に交連性投射が行われて
おり、中隔、扁桃核、視床とも線維連絡を行っている (Fig. 1-1)。 
	 記憶は陳述記憶と非陳述記憶に分類でき、陳述記憶の形成に側頭葉が重要な役割を担
っていることが知られている。陳述記憶の形成に側頭葉が重要であることは、H.M.の症
例から明らかになった。H.M.は手術により、側頭葉内側部を切除したことで、海馬やそ
の他の部位の多くを失った結果、以前の記憶を思い出せなくなる逆行性健忘症と新しい
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ことが覚えられなくなる重度の前向性健忘症を発症した (Scoville and Milner, 1957)。海
馬を失うことでこのような記憶障害が生じたことから、陳述記憶の形成には海馬が重要
とする証拠となった。また、海馬で作られた記憶は睡眠中に整理され、大脳皮質の側頭
葉に送られて「長期記憶」として貯えられることが報告されていることからも (Wilson 
and McNaughton, 1994, Nakashiba et al., 2009)、海馬は記憶の形成に重要な役割を担うこ
とがわかる。 
	 以上から、海馬は解剖学的に記憶形成に適した構造を持ち、主要な経路を通じて情報
を伝達すると考えられる。また、H.M.の症例などから、海馬と記憶は密接に関わってい
ると考えられている。 
 
1-1-2	 長期増強  (LTP: long-term potentiation) 
	 長期増強 (LTP: long-term potentiation) はシナプス可塑性の 1 つであり、シナプスの情
報伝達効率が数時間から数日程度増強される現象である。 
	 1949 年、Donald Hebb は、シナプス伝達効率が長期的に変化することで、記憶が作ら
れるという仮説を唱えた (Hebb, 1949)。以降、この現象を見つけるために多くの研究が
なされてきた。1973 年、Bliss と Lomo により、初めて高等動物でシナプス伝達効率が
長期にわたり変化する現象が起こると報告された (Bliss and Lomo, 1973)。彼らは麻酔下
のウサギを用いて、 in vivo で、海馬の歯状回の貫通線維に高頻度刺激  (HFS: 
high-frequency stimulation) を与えた。その結果、顆粒細胞層のシナプス伝達効率が増強
し、長時間持続することを示した。この現象が後に LTP と呼ばれるようになった。し
たがって、海馬で記憶の書き込み過程である LTP が存在することが示され、海馬と LTP
に大きな注目が集まった。 
	 LTP と反対の向きにシナプス可塑性が起こる現象である、長期抑圧 (LTD; long-term 
depression) も知られている。これは、シナプス伝達効率が、ある一定期間減少する現象
である。LTD もまた、LTP と同様に記憶のメカニズムにおいて重要な役割と果たすと
考えられており、注目されている。 
 
1-1-3	 海馬スライス標本と電気生理学的測定  
	 1975 年、脳から取り出した海馬をスライス状にして、神経細胞に電気刺激を in vitro
で与えても、シナプスの反応を記録できることが報告された。また、高頻度刺激のよう
に強い刺激を海馬スライス標本に与えると LTP を誘導できることが示されて、LTP は
シナプス後電位の増大であることが示された (Schwartzkroin and Wester, 1975)。したが
って、in vivo の海馬を用いなくても、海馬スライス標本を用いて、興奮性シナプス後電
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位 (EPSP: excitatory postsynaptic potential) の変化を測定すれば、LTP を調べることがで
きるようになり、海馬スライス標本は LTP の研究を大きく前進させた。 
 
1-1-4	 LTP 誘導刺激  
	 LTPを誘導する高頻度刺激には複数の種類がある。代表的なものとしてテタヌス刺激 
(tetanic stimulation) とシータバースト刺激 (TBS: theta-burst stimulation) がある。テタヌ
ス刺激は、100 Hzの刺激を1秒間与える刺激であり、海馬LTP研究において、初期から
使用され、今日においてもLTP誘導刺激として多用されている。一方、TBSは、1バース
ト (200 msの間に、100 Hzで1パルスの刺激を数回) × 10回の条件で使用されている。ま
た、LTPの増強率はバースト数の増加に応じて増加し、10バーストで飽和する (Larson et 
al., 1986)。ちなみに、TBSは、θリズム (4 ~ 7 Hz) を模して実験的に作られた刺激であ
り、θリズムは学習や記憶形成に関与することが示唆されている。θリズムは、中隔野か
ら海馬に投射するコリン作動性ニューロンとGABA作動性ニューロンとの相互作用に
より生じる4 ~ 7 Hzの海馬特有のリズムである (Konopacki and Golebiewski, 1993)。行動
実験において、ラットの中隔野の破壊により海馬のθリズムが消失すると、空間記憶が
できなくなることが報告されている (Winson, 1978)。また、ラットが探索行動や学習を
するときに海馬でθリズムが現れることも知られている (Hill, 1978, Buzsaki et al., 1989, 
Buzsaki, 2002)。したがって、TBSを用いてLTPの誘導を行うことに生理的意義があると
考えられている。 
 
1-1-5	 LTP の分子メカニズム   
	 LTP には複数の種類があるが、中でも海馬 CA3 領域から海馬 CA1 領域へ投射してい
るシャーファー側枝からの入力による、N-methyl-D-aspartic acid (NMDA) 型グルタミン
酸受容体依存性の LTP (以下、LTP とは NMDA 受容体依存性の LTP を指す) が有名で
ある。通常、神経細胞に１発の電気刺激を与えると、前シナプスからグルタミン酸が放
出され、後シナプスの alpha-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid (AMPA) 
型グルタミン酸受容体にグルタミン酸が結合する。その結果、AMPA 受容体が開き、
Na+が細胞外から細胞内に流入することで脱分極が生じる (Fig. 1-2)。この時、NMDA
受容体は Mg2+によってブロックされているため、イオンを通さない。一方で、LTP が
生じる際は、神経細胞に高頻度刺激を与えるため、前シナプスから大量のグルタミン酸
が放出される。その結果、後シナプスの NMDA 受容体の Mg2+ブロックが外れるほど大
きな脱分極が生じ、細胞外液 (Ca2+濃度 2 mM 程度) から NMDA 受容体を通して、高濃
度の Ca2+が一時的に細胞内に流入する (10 µM 程度) (Neveu and Zucker, 1996, Yang et al., 
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1999, Sabatini et al., 2002, Higley and Sabatini, 2012)。この一時的な細胞内 Ca2+濃度の上昇 
(Lynch et al., 1983, Malenka et al., 1988) によって、CaMKⅡ (Ca2+ / calmodulin-dependent 
protein kinase Ⅱ) や、 PKC (protein kinase C) 、 PKA (protein kinase A) 、 MAPK 
(mitogen-activated protein kinase) などの各種リン酸化酵素が活性化する  (Bliss and 
Collingridge, 1993, Malenka and Nicoll, 1999, Sweatt, 2001, Lynch, 2004, Malenka and Bear, 
2004, Salter and Kalia, 2004, Luscher and Malenka, 2012)。CaMKⅡは後シナプスに高濃度
で存在していることが分かっている (Lisman, 1989, Lisman et al., 2002, Lisman et al., 
2012)。LTP の初期の段階において、活性化された CaMKⅡは AMPA 受容体のリン酸化
を引き起こし (Derkach et al., 1999)、AMPA 受容体から細胞内への Na+イオン流入量が
増加する (Benke et al., 1998)。さらに、活性化した CaMKⅡ は AMPA 受容体を PSD 
(postsynaptic density) へ挿入することも分かっている (Ehlers, 2000)。また、CaMKⅡと
同様に、PKC は AMPA 受容体のリン酸化を引き起こす (Mammen et al., 1997, Lee et al., 
2000, Boehm et al., 2006)。一方、PKA は阻害タンパク質-1 (I-1) をリン酸化し、リン酸化
された I-1 が PP1 (protein phosphatase 1) の活性化を阻害する。よって、I-1 が PP1 によ
る CaMKⅡの脱リン酸化を防ぐため、CaMKⅡの自己リン酸化が長く続く (Blitzer et al., 
1998, Soderling and Derkach, 2000)。したがって、各種リン酸化酵素の働きにより、シナ
プス応答の伝達効率の上昇が数時間程続き、LTP が成立する。次に、伝達効率上昇の維
持は、スパインの増大や (Matsuzaki et al., 2004, Harvey and Svoboda, 2007, Holtmaat and 
Svoboda, 2009, Kasai et al., 2010)、PSD の増加 (Toni et al., 2001)、新しいシナプスの形成
に必要なタンパク質の合成などにより引き起こされる。ちなみに、タンパク質の合成は、
PKA や CaMKIV、PKM-ζ、MAPK により、樹状突起上で局所的に誘導されることや、
CREB (cAMP response element binding protein) により、核での転写・翻訳を経て起こる
とされている (Bliss et al., 2006, Pastalkova et al., 2006, Sacktor, 2008, Luscher and Malenka, 
2012)。このように、シナプス応答の伝達効率上昇が維持されることで、LTP が数日程
度続く。 
	 行動学実験を用いた研究からも、LTP に重要な NMDA 受容体や CaMKⅡと、記憶学
習との関連が報告されている。例えば、空間記憶能力をテストする Morris water maze
を用いた研究では、NMDA 受容体の阻害剤を使うことで、学習に障害が出ることが報
告されている (Morris, 1984, Morris et al., 1986)。また、海馬 CA1 領域に限局して NMDA
受容体の遺伝的欠損をさせたマウスを用いた研究では、LTP、LTD、記憶学習能力に障
害がみられることが報告されている (Tsien et al., 1996a, Tsien et al., 1996b)。さらに、一
時記憶 (短期記憶) の形成には、海馬 CA1 領域の NMDA 受容体が必要なことが報告さ
れている (Huerta et al., 2000)。また、NMDA 受容体のサブユニット NR2B を過剰に発現
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したマウスは、高い記憶学習能力を示すことも報告されている (Tang et al., 1999, Tang et 
al., 2001)。そして、CaMKⅡαのノックアウトマウスを用いた研究では、海馬 LTP と記
憶学習の両方に障害がみられることが報告されている (Silva et al., 1992a, Silva et al., 
1992b)。したがって、海馬 CA1 領域において行われる記憶学習には、NMDA 受容体や
CaMKⅡ が重要な役割を担っていることや、海馬 CA1 領域が空間記憶に関わっている
といえる。 
	 近年、実際の学習により LTP が引き起こされることが示されている。Inhibitory 
avoidance task をラットに行わせたとき、in vivo で AMPA 受容体のリン酸化と AMPA 受
容体数の増加、EPSP の増強が生じること、さらに、増強した EPSP は HFS を与えても
さらに増強しないことが報告された (Whitlock et al., 2006)。また、上記と同様にラット
に Inhibitory avoidance task を行わせると、30 分から 1 時間程度で、AMPA 受容体から細
胞内へのイオン流入量が増加することが報告されている (Mitsushima et al., 2011)。した
がって、行動学実験でラットが記憶学習を行うと、LTP が誘導されることが示された。 
	 NMDA 受 容 体 依 存 性 の LTD 誘 導 に は 、 脱 リ ン 酸 化 酵 素 Calcineurin 
(calcium/calmodulin-dependent protein phosphatase calcineurin、PP2B) と、PP1 が関与する
ことが知られている (Lisman, 1989)。具体的には、Calcineurin が I-1 の脱リン酸化を引
き起こすことで、PP1 の活性が高まる。そして、PP1 が CaMKⅡの脱リン酸化を引き起
こすことで LTD が生じると報告されている (Soderling and Derkach, 2000)。 
	 以上から、LTP の誘導には、リン酸化酵素や NMDA 受容体が重要な役割を持ち、LTD
の誘導には、脱リン酸化酵素と、LTP と同様に NMDA 受容体が重要な役割を担ってい
ることがわかる。 
 
1-1-6	 短期シナプス可塑性  
	 入力線維を短時間の、ある一定間隔 (約 20 ms ~ 200 ms) で 2 回刺激すると、第 1 刺
激に対するシナプス応答とは異なる、第 2 刺激に対する応答が観測される。このように
短期的な応答に対してもシナプス可塑性が見られ、この現象を短期シナプス可塑性とい
う。第 2 刺激の応答の大きさを第 1 刺激の応答の大きさで割った値を PPR (paired pulse 
ratio) とし、PPR > 1 となる応答を PPF (paired pulse facilitation)、PPR < 1 となる応答を
PPD (paired pulse depression) という。海馬 CA1、CA3 領域では PPF、海馬 DG 領域では
内側貫通線維で PPD、外側貫通線維で PPF が観測されることが報告されている (Rush et 
al., 2001)。また、短期シナプス可塑性は、前シナプスからの神経伝達物質の放出量の変
化として説明できると考えられている (Dobrunz and Stevens, 1997)。第 1 刺激による放
出量が少ないほど PPF が高くなり、第 1 刺激による放出量が多いほど PPF が低くなる。
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なぜなら、第 1 刺激後、前シナプス終末内に流入した Ca2+が第 2 刺激時まで残存してい
るため、残存している Ca2+と第 2 刺激時に前シナプス終末内に流入した Ca2+が加算され
るからである。実際、残存 Ca2+量と PPF には相関があることが示されている (Wu and 
Saggau, 1994)。このように、LTP 誘導刺激の前後で PPF の割合 (PPF ratio) が変化した
場合、前シナプスからの神経伝達物質の放出量に影響を与えていることが示唆される。
そのため、薬理作用が前シナプスあるいは、後シナプスのどちらに依存しているかを示
す指標と考えられている (Zucker, 1989, Manabe et al., 1993, Dobrunz and Stevens, 1997)。
したがって、短期シナプス可塑性は前シナプスからの寄与を測る電気生理学的な 1 つの
指標として考えられている。 
 
1-2	 脳とニューロステロイド  
	 川戸研究室の先行研究より、オスとメスの両方の海馬内でステロイドホルモンである
女性ホルモン (E2: estradiol) と男性ホルモン (T: testosterone, DHT: dihydrotestosterone) 
が合成されることが示された (Hojo et al., 2009, Kato et al., 2013)。このように脳内で合成
されるステロイドホルモンをニューロステロイドという。 
 
1-2-1	 ニューロステロイド  (女性ホルモン、男性ホルモン) の海馬内合成  
	 一般的に、女性・男性ホルモンを含むステロイドホルモンは、末梢の性腺 (卵巣・精
巣) で作られて、血流で脳に運ばれ脳内で作用すると考えられてきた。しかし、近年、
性腺で合成されるステロイドホルモンではなく、脳内で合成されるステロイドホルモン
をニューロステロイドと呼び、ニューロステロイドが脳内で直接作用すると考えられて
いる。1980 年代に、脳内の PREG (pregnenolone)、PROG (progesterone)、DHEA 
(dehydroepiandrosterone) 濃度が血中と比べ非常に高いことや (Corpechot et al., 1981, 
Baulieu and Robel, 1998)、末梢での性ホルモン合成器官である副腎や精巣を摘出しても、
その濃度が下がらないことが示され (Corpechot et al., 1981, Robel et al., 1987)、脳内でス
テロイドホルモンが合成されているとこが示唆された。また、川戸研究室の先行研究か
ら、ステロイドホルモンの合成に関わる P450 (17α) がグルタミン酸神経細胞に発現し
ていることや (Kawato et al., 2002, Hojo et al., 2004)、女性・男性ホルモン合成に関わる
一連の酵素群 (17β-HSD, 3β-HSD, 5α-reductase など) が、全て海馬で発現していること
が示された (Ishii et al., 2007, Kimoto et al., 2010)。さらに、免疫組織染色と放射性標識し
た基質ステロイドを用いた代謝実験から、女性・男性ホルモン合成酵素群が、海馬神経
細胞内に局在していることや、女性・男性ホルモン合成活性を持つことが報告されてい
る (Hojo et al., 2004)。以上の報告により、オスラット海馬には Fig. 1-3 に示すような、
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コレステロールから女性・男性ホルモンに至るニューロステロイド合成系が存在するこ
とが示された。 
	 女性ホルモン (E2) と男性ホルモン (T, DHT) の海馬内での合成などについて、それ
ぞれで異なる特徴をもつことが示されている。オスラット海馬内の E2 濃度は 8.4 nM で
あり、血中の 800 倍と非常に高濃度であることから、海馬内 E2 は血中由来ではなく、
海馬における局所合成の寄与が大きいことが示されている (Hojo et al., 2009)。一方で、
T の海馬内濃度は血中とほぼ変わらず 16.9 nM であり、DHT の海馬内濃度は血中の約 7
倍の 6.6 nM である。よって、T と DHT の海馬内での合成は E2 よりも少ないことが示
されている (Hojo et al., 2009)。また、前述の E2 や DHT は、T から変換されることによ
って合成される。In vitro の系において、T から E2 への変換は、T から DHT への変換よ
りも遅く、変換される量も少ないことが示されている。さらに、E2 は代謝される速度
が遅いことや、DHT は代謝物である 3α, 5α-andorostanediol へ急速に変換されることが示
されている (Hojo et al., 2004, Hojo et al., 2008)。したがって、女性ホルモンと男性ホルモ
ンでは、合成や T からの変換、そして、代謝に関して異なる特徴を持つことがわかる。 
 
1-2-2	 海馬グルタミン酸神経細胞内の女性ホルモン受容体と男性ホルモ
ン受容体  
	 E2 の受容体は女性ホルモン受容体 (ER: estrogen receptor) であり、ER のサブタイプ
は ERα、ERβの 2 種類存在する。川戸研究室の先行研究により、ERαが海馬 CA1, CA3, 
DG 領域のグルタミン酸神経細胞層に沿って発現することや、グリア細胞と介在神経細
胞での発現は少ないことが示された (Mukai et al., 2007)。一方、ERβの場合、現在は脳
組織の ERβ に対する抗体は存在するが、特異性の高い抗体は存在しないため、脳内で
の局在について、はっきりとした結論が得られていない。しかし、免疫組織染色の結果
から、ERβ もグルタミン酸神経細胞に発現しているという説が有力とされている 
(Milner et al., 2005)。 
	 ERαと ERβは、E2 の結合により 2 量体を形成し、核へ移行して遺伝子転写を制御す
る受容体として広く知られている。しかし、近年において、海馬で E2 が ERαあるいは
ERβに結合後、核へ移行せず、リン酸化酵素を駆動している可能性が示された (Mukai et 
al., 2007)。また、細胞膜に存在し、E2 が結合後、核へ移行せずにリン酸化酵素を駆動
する G タンパク質共役型受容体 GPR30 (G-protein coupled receptor 30) など、ERα / ERβ
の他に E2 に対する新規の受容体も報告されている。しかし、未だ新規の受容体の存在
に確証は得られていない (Brailoiu et al., 2007, Mukai et al., 2010)。したがって、現在のと
ころ、30 分から数時間程度で効果を発揮する E2 の急性効果は、海馬において、神経シ
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ナプス内に存在する ERαと ERβに E2 が結合し、リン酸化酵素を駆動することによっ
て生じる可能性が高いと考えられる。 
	 T と DHT の受容体は、男性ホルモン受容体 (AR: androgen receptor) である。AR は海
馬グルタミン酸神経細胞に存在し、発現量は CA1>CA3>>DG であることが報告されて
いる (Tabori et al., 2005)。また、AR も ER と同様に核に移行後、転写を制御する受容体
として広く知られているが、近年では、核に移行せずにリン酸化酵素や脱リン酸化酵素
を駆動する可能性が示されている (Foradori et al., 2008, Hatanaka et al., 2009, Hatanaka et 
al., 2014)。したがって、T と DHT の急性効果は、神経シナプス内に存在する AR に T
と DHT が結合し、核に移行することなく、リン酸化酵素や脱リン酸化酵素を駆動する
ことによって生じる可能性が高いと考えられる。 
 
1-2-3	 記憶学習効率に対する女性ホルモンと男性ホルモンの効果  
	 女性ホルモンは記憶学習能力を向上させることが、ラットを用いた行動学実験の結果
から示唆されている。 
	 卵巣除去後のメスラットに Morris warter maze による学習課題を行うと、卵巣除去の
みを行ったメスラットに比べて、卵巣除去後に E2 を腹腔内に投与したメスラットの方
が、投与１日後の学習効率が高いことが報告された。これは、E2 が記憶学習効率を上
昇させることを示唆している。さらに、同じグループがオス・メスの海馬に直接 E2 を
注入して実験を行ったところ、1 日後の学習効率がオス・メスの両方で上昇したという
報告がある (Packard et al., 1996, Packard, 1998)。この結果は、E2 が海馬に作用して記憶
学習効率に好影響をもたらすことを示唆している。女性ホルモンによる空間記憶学習効
率の上昇については、メスラットにおいて他にも多くの報告がある (Fader et al., 1998, 
Gibbs et al., 1998, Daniel et al., 1999, Gibbs, 1999)。一方で、成獣メスラットでは E2 の空
間記憶学習効率の上昇効果はないという報告もある。Markham らは、老齢メスラット
では女性ホルモン投与により空間記憶学習効率が上昇するが、成獣メスラットでは上昇
しないと報告している (Markham et al., 2002)。オスについての報告はほとんどなく、上
記の Packard らの報告 (Packard et al., 1996, Packard, 1998) と、老齢オスマウスに E2 を
投与すると Morris water maze の学習効率が上昇するという報告のみである (Frye et al., 
2005)。また、ヒトの女性更年期障害などに対する女性ホルモン補充療法が知られてい
る。これは更年期に減少した女性ホルモンを補うために、外部から女性ホルモンを補充
する治療法である。女性ホルモン補充療法は、副次的な効果として、更年期に低下した
記憶力を回復することが報告されている (Phillips and Sherwin, 1992, Kampen and 
Sherwin, 1994)。また、最近の研究において、卵巣摘出したマウスに ERαのアゴニスト
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を投与し、40 分以内に記憶学習テストを行うと、テストの成績が向上することが示さ
れた。これにより、ERαを介した E2 の急性的な効果は、in vitro の系だけでなく、行動
学実験でも生じることが示された (Phan et al., 2011)。以上から、女性ホルモンにより記
憶学習効率が高まっている可能性は高い。また、行動学実験において、E2 の投与後 24
時間程度で効果が現れる長期効果だけでなく、数十分から数時間程度で効果が現れる急
性効果も存在することがわかってきた。 
	 男性ホルモンの効果に関する記憶学習を調べた研究はいくつかある。例えば、55 日
齢のオスラットに Inhibitory avoidance test と Morris water maze task を行った実験がある。
この実験では、ラットに対してテストの直前直後でそれぞれ AR のアンタゴニストであ
る Flutamide を海馬内に直接投与すると、両方の学習課題に対して学習効率が低くなる
と報告されている。一方、学習の 2 時間後にのみ Flutamide を海馬内に直接投与すると
学習効率に影響を及ぼさなかったと報告している。したがって、記憶の書き込み過程お
よび、定着に AR が関与していることが示された (Edinger and Frye, 2007b)。また、55
日齢の GDX (精巣摘出) ラットの海馬内に T と DHT を直接投与すると Inhibitory 
avoidance test において学習課題に対するパフォーマンスが上昇したという報告がある 
(Edinger and Frye, 2007a)。しかし、イランのグループは、約 8 週齢 GDX オスラットに
対して、Inhibitory avoidance test を行った場合、学習効率に影響が無いことを報告して
いる。また、学習課題の直前直後で、海馬内に T を直接投与すると記憶学習のパフォー
マンスが落ちることが報告されており、T には記憶学習効率を下げる効果があることが
示された (Naghdi and Asadollahi, 2004, Harooni et al., 2008)。したがって、行動学実験に
おいて、男性ホルモンによる記憶学習への効果は、記憶学習に効果があるという報告と
記憶学習に効果がないという報告があり、詳しくわかっていない。 
 
1-2-4	 女性ホルモンと男性ホルモンが海馬神経活動に及ぼす長期効果  
	 E2 の作用後、24 時間程度で神経細胞に影響を及ぼす長期効果があることが知られて
おり、神経細胞死に対する神経保護作用や、スパイン密度の増加、LTP の増強などが報
告されている。長期効果の作用経路は、E2 が ER に結合し、核に移行した後、新しい
タンパク質の合成が行われることで、様々な効果を発揮するという作用経路である。例
えば、神経保護作用について、以下の報告がある。酸化ストレスによる海馬神経細胞死
に対して、E2 が神経細胞を保護することが報告されている (Behl et al., 1995)。また、神
経細胞死に対して、E2 が ER を介して、MAPK や phosphoinositol 3-kinase (PI3K) / Akt
を駆動することで、神経細胞が保護されることが示されている (Zhang et al., 2001, Mize 
et al., 2003)。一方、スパインのシナプス可塑性については、メスラットにおいて卵巣除
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去 7 日後に海馬 CA1 領域の全スパイン密度が減少する。しかし、卵巣除去 3 日後から
７日後まで E2 を皮下注射し続けると、卵巣除去から 7 日後でも全スパイン密度が変化
しないことが示された (Woolley et al., 1990)。また、培養神経細胞に E2 を作用させると、
24 時間後に全スパイン密度が増加することが示されている (Murphy and Segal, 1996)。
LTP については、卵巣除去後のメスラットに、E2 を腹腔内投与してから 2 日後、in vivo
の状態で高頻度刺激を与えると海馬 CA1 領域の LTP が増強する (Cordoba Montoya and 
Carrer, 1997)。同様に、メスラットの卵巣除去後、2 回 E2 を皮下注射してから 24 時間
後に急性海馬スライスを作成し、海馬 CA1 領域で LTP を誘導すると、E2 を投与しない
場合に比べて LTP がさらに増強する。この増強に NMDA 受容体のサブユニット NR2B
が関与することが報告されている (Smith and McMahon, 2006, Smith et al., 2009)。さらに、
E2 の長期的な作用により、NR2B を含む NMDA 受容体由来のイオン流入量が増加する
ことが報告されている (Smith and McMahon, 2006, Smith et al., 2009, Xu et al., 2011, 
Vedder et al., 2013)。このように、シナプス可塑性に及ぼす E2 の長期効果については多
くの研究がある。 
	 TとDHTも、E2と同様の古典的な作用経路により長期効果を発揮する (Foradori et al., 
2008)。しかし、海馬での LTP に及ぼす影響についてはほとんど研究されていない。 
 
1-2-5	 女性ホルモンと男性ホルモンが海馬神経活動に及ぼす急性効果  
	 近年の研究から、E2 には、数十分から数時間程度で効果が現れる急性効果もあるこ
とが明らかになってきた (Woolley, 2007)。川戸研究室の先行研究から、12 週齢成獣オ
スラットの急性海馬スライスに 1 nM E2 を 2 時間作用させると、海馬 CA1 領域のスパ
イン密度が増加する (Mukai et al., 2007, Hojo et al., 2008)。また LTD 誘導前 30 分から 1 ~ 
10 nM の E2 を灌流作用させたとき、LTD が増強される (Mukai et al., 2006, Mukai et al., 
2007, Ogiue-Ikeda et al., 2008)。 
	 LTP に関する報告において、2 ~ 4 週齢ラットの急性海馬スライスに E2 を灌流作用さ
せることで、集合興奮性シナプス後電位 (fEPSP : field excitatory postsynaptic potential) 
の値が上昇し、その結果テタヌス刺激により誘導される LTP が増強することが報告さ
れている (Foy et al., 1999, Bi et al., 2000, Kramar et al., 2009)。しかし、12 週齢成獣オスラ
ット海馬スライスに対して、1 ~ 10 nM E2 を 30 分間作用させた場合、E2 による fEPSP
の増加や、強い刺激であるテタヌス刺激や TBS により誘導された LTP のさらなる増強
は示されなかった (Ito et al., 1999, Ogiue-Ikeda et al., 2008, 新堂, 2010, Ooishi et al., 2012)。
したがって、E2 の LTP に対する急性作用は週齢において大きく異なることが示唆され
る。 
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 12 週齢成獣オスラット海馬スライスに対して、TBS のパルス数を減らして弱い TBS
とした場合、この弱い TBS で刺激しても LTP は誘導されない。しかし、E2 を 10 nM の
濃度で 30 分間作用させて、弱い TBS を海馬スライスに与えると、強い刺激で誘導した
LTP と同程度の増強率を示す LTP (E2-LTP) が成立することが示された (新堂, 2010)。
したがって、12 週齢成獣オスラット海馬において、それ自身では LTP を成立させない
弱い TBS を用いた場合、E2 により LTP が誘導されることがわかった。 
	 E2 の急性効果の信号伝達系に関しては、以下のような先行研究がある。12 週齢成獣
オスラット海馬において、ステロイドであるコルチコステロンは LTP を抑制するが、
E2 を同時に作用させると、抑制された LTP を回復させることが報告されている。上記
の E2 による回復効果の信号伝達系は NMDA 受容体由来 fEPSP の測定から示された。
すなわち、E2 が ER を介して ERK (extracellular signal-regulated kinase) / MAPK を駆動さ
せ、NMDA 受容体のサブユニット NR2B を制御する (Ooishi et al., 2012)。また、その他
にも E2 が ER の下流のリン酸化酵素や受容体 (ERK / MAPK, PI3K, CaMKⅡ, NR2B) を
活性化させるという報告がある (Dominguez et al., 2007, Logan et al., 2011)。よって、急
性効果における E2 とリン酸化酵素や NMDA 受容体との関連を示す報告は多くあるが、
E2-LTP 成立に関わる E2 の伝達経路はよくわかっていない。 
	 近年、メスラット海馬において、E2 が ERαを介して、その下流に存在する代謝型グ
ルタミン酸受容体サブタイプ 1 (mGluR1) に作用することが示唆されている。また、メ
スラット由来海馬培養神経細胞に E2 を作用させると、ERK / MAPK を介した cAMP 
Response Element-Binding Protein (CREB) のリン酸化が生じることが報告されている 
(Boulware and Mermelstein, 2005, 2009)。一方、オスラット由来海馬培養神経細胞に対し
ては、E2 の効果が観測されないことを報告している (Boulware and Mermelstein, 2005, 
2009)。したがって、オスとメスで異なる信号伝達系が存在することを示唆している。 
	 去勢後のラットに T や DHT を作用させると、海馬 CA1 領域において、LTP が生じな
いことが報告されている (Harley et al., 2000, Hebbard et al., 2003)。また、オスラット海
馬 CA3 領域において、去勢していない場合、LTP が誘導されないことが示されている。
しかし、去勢したラットでは、LTP が誘導されると報告している。さらに、去勢したラ
ットの海馬スライスに DHT を作用させると、LTP が誘導されないことも示されている 
(Skucas et al., 2013)。したがって、男性ホルモンは脳内で、LTP を抑える効果を発揮し
ていることが示唆される。 
	 最近の研究から、E2 合成酵素である cytochrome P450aromatase (P450arom) の阻害剤
を海馬スライスに灌流で作用させることで、海馬 CA1 領域において、LTP が減少する
ことや (Grassi et al., 2011)、PREG 合成酵素 cytochrome P450scc (P450scc) 阻害剤を作用
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させることで fEPSP の値が減少し、海馬 DG 領域の LTP も阻害されることが報告され
ている (Tanaka and Sokabe, 2012)。海馬 CA1 領域で、海馬スライスに対して、AR と ER
の阻害剤をそれぞれ灌流し、LFS (low freecency stimulation) により LTD を誘導したとき、
LTD では AR の関与が示唆された。一方、HFS により LTP を誘導したとき、LTP では
ER の関与が示唆された。HFS により LTP を誘導した際、AR と ER を同時に阻害した
ときは、ER の単独阻害時と、何も阻害していないときの中間の LTP 増強率となった。
これは、DHTの効果が LTPにも関与していることを示唆している (Pettorossi et al., 2013)。
上記の研究は、すべて E2 や DHT を直接作用させずにシナプス可塑性を測定している。
つまり、局所合成されたニューロステロイド (E2, T, DHT など) が速やかに神経シナプ
ス可塑性に影響することや、局所合成されたニューロステロイドが海馬内で重要性な役
割を担うことを示唆している。そして、これらの研究報告は、海馬内ニューロステロイ
ド合成が神経活動により引き起こされるという川戸研究室の先行研究による報告を支
持するものである (Hojo et al., 2004, Hojo et al., 2009, Kimoto et al., 2010)。 
	 以上から、E2 の急性効果は週齢に依存しており、12 週齢成獣オスラット海馬では、
強い刺激であるテタヌス刺激や TBSを海馬に与えても、LTPに影響を及ぼさなかった。
しかし、E2 を作用後、弱い TBS を海馬に与えると、LTP (E2-LTP) が成立する現象が示
された。このことから、12 週齢成獣オスラット海馬において、脳内での弱い刺激に対
して、E2 により E2-LTP が成立する現象が起こることが示唆される。しかし、E2 とリ
ン酸化酵素や NMDA 受容体との関係を示す報告はあるが、E2-LTP 成立に関する信号伝
達系は未だよくかわっていない。また、局所合成された E2 が LTP 成立に海馬内で重要
な役割を担うことが示唆されている。一方、男性ホルモンは LTP に関する報告例が少
ないため、男性ホルモンの作用効果についてはよくわかっていない。しかし、去勢ラッ
トを用いた実験結果から男性ホルモンが脳内で LTP の抑制に関与していることが示唆
される。 
 
1-3	 本研究の目的  
	 本研究では、2 つの目的に従い実験を行った。 
 
目的 1: 女性ホルモン (E2) は、作用後 1 時間以内で記憶学習能を急性的に変化させる。
また、先行研究から海馬おいて、E2 (約 8 nM) が合成されることや、神経シナプス内に
女性ホルモン受容体 (ER) が存在することが報告されている。以上から海馬で合成され
た E2 が海馬自身に急性的に作用して記憶学習能を変化させていると考えられる。また、
12 週齢成獣オスラット海馬スライスに、弱い刺激である weak-TBS を与えると LTP は
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誘導されないが、E2 を短時間作用させた後に、weak-TBS を与えると LTP (E2-LTP) が
生じることが報告された。したがって、海馬で合成される E2 は、それ自身では LTP を
誘導しないような神経シナプスへの弱い刺激に対して急性的に効果を発揮し、E2-LTP
を誘導することで、記憶学習に重要な役割を担っている可能性がある。しかし、E2-LTP
成立のための信号伝達系はよくわかっていない。そこで、E2 の急性効果の信号伝達系
を調べることは、E2 と記憶学習の関係を理解するために意義がある。したがって、E2
の急性効果により E2-LTP が成立するための信号伝達系解明を目的に実験を行った。 
 
目的 2: 先行研究から、ラットの海馬内において女性ホルモン (E2) と男性ホルモン 
(DHT) が同時に存在していることが報告されている。そのため、ラットの脳内では E2
と DHT が相互作用している可能性がある。しかし、この両者の相互作用については未
だよくわかっていないため、生体内での神経活動における E2 と DHT の役割を理解す
るために E2 と DHT の相互作用を調べることは意義がある。したがって、E2 と DHT
を同時に作用させたときの急性効果の解析と、その信号伝達系解明を目的に実験を行っ
た。 
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第 2 章	 実験方法  
 
2-1	 実験動物  
	 実験には Wistar ラット (12 週齢オス、埼玉実験動物供給所、東京実験動物供給所) を
使用した。本実験では、性周期変動が神経可塑性に及ぼす影響を除くため、オスラット
を使用した。これはメスラット海馬の LTP の大きさが、性周期変動に伴い変化するた
めである (Bi et al., 2001)。 
	 動物は学内の飼育施設に移送後，12 時間の明暗周期 (明: 午前 8 時 ~ 午後 8 時) に
おいて 22 ~ 23°C の温度管理下で数日間の馴化後使用した。飼料と飲料水は自由に摂取
させた。本研究での実験動物の扱いは、東京大学動物実験委員会による許可のもと、東
京大学動物実験実施マニュアルを遵守した。 
 
2-2	 試薬  
	 Agar、CaCl2・2H2O、D(+)-glucose、Dimethyl sulfoxide (DMSO)、KCl、MgSO4・7H2O、
NaCl、NaHCO3、NaH2PO4・2H2O、propyl prazole triol (PPT)、U0126、17β-estradiol、
Dihydrotestosterone、Hydroxiflutamide、KN-93 は和光純薬品工業 (JAPAN) から購入した。
ICI182,780、Ro25-6981、Cyclosporine A は Sigma-Aldrich Japan から購入した。YM202074
は Abcam (UK) から購入した。H89 は Biomol (USA) から購入した。Chelerythrine は
Calbiochem (USA) から購入した。WAY200070 はコスモ・バイオ株式会社 (JAPAN) か
ら購入した。 
 
2-3	 電気生理学的測定  
	 本研究では、川戸研究室が科学技術振興調整費プロジェクトにおいてアルファメッド
サイエンティフック株式会社と共同で開発したカスタムメイド MED 64 システム 
(custom multi-electrode array system) を用いて、電気生理学的実験を行った (Mukai et al., 
2007, Ogiue-Ikeda et al., 2008)。 
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2-3-1	 人工脳脊髄液  (ACSF: artificial cerebrospinal fluid) 
	 本研究で用いた ACSF の組成は以下の通りである。 
 
試薬名 濃度 [mM] 
NaCl 124 
KCl 5 
NaH2PO4･2H2O 1.25 
MgSO4･7H2O 2 
CaCl2･2H2O 2 
NaHCO3 22 
D(+)-glucose 10 
 
	 ACSF は、NaCl、KCl、NaH2PO4・2H2O、MgSO4・7H2O、NaHCO3、D(+)-glucose を 2
次蒸留水に溶解させた後、カルシウム化合物の析出を防ぐため、木下式ガラスボールフ
ィルター (木下理化工業，東京都) を用い、混合ガス (O2 95% / CO2 5%) を飽和するま
で通気させた。その後、CaCl2･2H2O を溶解させて作製した。 
 
2-3-2	 急性海馬スライス作製法  
	 本研究で用いたスライスは、アルファメッドサイエンティフィック株式会社の「MED
急性スライス実験解説」に基づき、小脳と、前頭葉の 1/3 を取り除いた全脳急性スライ
スとした。 
	 ジエチルエーテルを 15 分程気化させた麻酔瓶にラットを入れ、深麻酔後、速やかに
断頭した。本研究で用いるラットは、日内変動の影響を除くために、麻酔、断頭は全て
午前 9 ~ 10 時の間に行った。断頭後、脳虚血による損傷を防ぐため 90 秒以内に脳を取
り出し、予め氷冷し、混合ガス (O2 95% / CO2 5%) を通気させておいた ACSF (スライ
ス作製中、ACSF は常に混合ガス (O2 95% / CO2 5%) を通気させている。以下同様) 中
に入れ、約 2 分間静置した。静置後、脳を ACSF で浸した濾紙 (氷上のシャーレ上に濾
紙を置き冷却してある) 上に乗せ、メスで小脳と前頭葉の 1/3 を切断し取り除いた。次
に、前頭葉切断面を下に脳を立て、脳底部両側を水平から 15° ~ 20°の角度で切り取り、
さらに正中線に沿って右脳と左脳を切り離した。分離後の脳は ACSF で約 2 分間氷冷し
た。氷冷後、乾燥した濾紙上に脳底部が下になるように静置し余分な水分を取り除いた
後、脳底部がビブラトーム (SUPER MICRO SLICER ZERO 1、堂阪イーエム、京都府) の
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固定台上に、前頭葉切断面が寒天 (Agar 8%、寒天の高さは 7 ~ 10 mm にした) に張付く
ように設置した。固定台をビブラトームに設置し、ACSF を固定台内に入れ、厚さ 300 µm
のスライスを作製した。その後、切断による損傷を回復させるため、ACSF が入った容
器内にスライスを浸し、室温 (25°C 程度) で 30 分間静置した。その後、ACSF の水位
を減らして、スライスの上面とほぼ同じ水位になるように ACSF の液面を調整し、スラ
イスを 1 時間半以上静置させた (Fig. 2-1)。 
 
2-3-3	 薬剤作用方法  
	 本研究では、E2 や阻害薬をスライスへ作用させる方法として灌流法 (LTP 誘導のお
よそ 20 ~ 30 分前から薬剤を作用させる方法) ではなく、『インキュベーション法』
(Hasegawa et al., 2014) および、『循環法』と称する方法を用いた (Fig. 2-2) (Fig. 2-3)。以
下手順を示す。 
①	 ACSF が入った容器内にスライスを浸し、室温 (25°C 程度) で 30 分間静置した。
その後、ACSF の水位を減らして、スライスの上面とほぼ同じ水位になるように
ACSF の液面を調整し、スライスを 1 時間半以上静置させた。 
② 薬剤 (E2、阻害剤の組み合わせ) を加えた ACSF が入っている別の容器に、上記
①の容器からスライスを移し、ACSF の水位を減らして、スライスの上面とほぼ
同じ水位になるように ACSF の液面を調整した。その状態で 30 分間静置 (イン
キュベーション) した。上記のように薬剤を作用させる方法が 『インキュベー
ション法』である (Fig. 2-2)。 
③ 上記②の容器からスライスを測定装置に移し、測定した。測定中は薬剤を加え
ず ACSF のみをスライスへ灌流した。ただし、CaMKⅡ阻害剤 KN-93 を用いた
実験では、『循環法』を用いた。循環法は、KN-93 と ACSF を入れた容器からス
ライスへ灌流させ、再び元の容器へ戻る循環の形式により薬剤作用を行う方法
である (Fig. 2-3)。 
 
2-3-4	 測定装置  
	 本研究における電気生理学的測定には、川戸研究室で開発したカスタム多電極プロー
ブと MED64 システム (アルファメッドサイエンティフィック株式会社、大阪府) を用
いた。これは多電極計測装置で、多電極プローブ、プローブコネクタ、刺激増幅器、及
びデータ記録解析器からなる (Fig. 2-4)。これらはすべて科学技術振興調整費『環境ホ
ルモン記憶学習撹乱の新型多電極計測』により川戸研究室が開発したシステムである。
以下、各部分の説明を行う。 
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 カスタム多電極プローブ (MED-P5001A) は、ガラス製のディッシュに白金黒製の記
録電極を 64 個配置したものであり、電極配置はラット海馬の計測に最適化されている。
白金黒電極は低インピーダンス (< 22 kΩ) であり、低ノイズ測定が可能である (Oka et 
al., 1999)。電極サイズは 50 µm で、隣り合う電極間の距離がすべて 150 µm と等しく密
な状態で CA1、CA3、DG 領域に沿い集中配置されており、3 領域の同時測定が容易と
なっている。疎水性である多電極表面の親水性を増すために、新しい多電極プローブは、
使用前に 1 %ポリエチレンイミン溶液に浸して 24 時間以上静置することで、多電極表
面をコーティングした。本研究では、ホウ酸バッファー (25 mM) にポリエチレンイミ
ンを溶解し、コーティング液とした。コーティング後のプローブは、2 次蒸留水 (DDW: 
double distilled water) で十分にコーティング液を洗い流し、ACSF で共洗いを行ってか
ら測定に用いた。使用後のプローブは、付着したスライスやタンパク質を十分に DDW
で洗い流した後、プローブ内を DDW で満たし、冷蔵庫で保管した。 
	 プローブコネクタは、多電極プローブからの信号を刺激増幅器に伝える。刺激増幅器
は、コネクタからの信号に Low cut 1Hz、High cut 1kHz のフィルターを通して信号を増
幅し、A/D 変換を行った後に、解析用 PC にデータを送る役割を持つ。また、刺激増幅
器において、刺激電極端子と入力端子をつなげることにより 64 個の電極から刺激部位
を最大 4 箇所まで選択することが可能である。電極刺激の強度、振動数、パルス数など
の刺激パターンはデータ記録解析器に組み込んだソフトで設定した。 
	 データ記録解析器では、実験の実行とリアルタイム解析を行った。本システムでは
MED64 誘発応答記録ソフトウェア (MED64 Recorder For Evoked Response) により、64
チャンネルのうち、上記の刺激増幅器でつないだ任意の 4 点の刺激部位からの刺激によ
る応答信号である EPSP をリアルタイムで解析表示できる。またリアルタイムでの解析
は 4 チャンネルに限られるが (本研究では 1 チャンネルのみ使用)、データ自体は 64 チ
ャンネルすべて保存されているため、測定終了後にすべてのチャンネルについて解析す
ることができる (Fig. 2-4)。 
 
2-3-5	 細胞外記録法による興奮性シナプス後電位測定  
	 2-3-2 の手順で作製した全脳スライスを、ACSF 中から多電極プローブ上へ移し、ス
ライスと電極面を密着させるため、上からナイロンメッシュを被せた。その後、多電極
プローブを、31°C で保温している箱中にあるプローブコネクタに装着した。次に、ス
ライスの海馬 CA1 領域にプローブの電極位置を合わせ、U 字型の白金線に数本のナイ
ロン線を張ったスライス押さえを、ナイロンメッシュの上からスライスに乗せて、スラ
イスの位置を固定した。その後、ACSF 注入用ポート (インレットチューブ) および、
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ACSF 吸出用ポート (アウトレットチューブ)、酸素供給用ポートが付いたキャップを多
電極プローブの上から被せ、混合ガス (O2 95% / CO2 5%) を通気した ACSF を 2 ml / min
の速度で灌流した。灌流した ACSF は、温度コントローラーにより 33°C に保たれてお
り、多電極内の ACSF はスライス表面と同程度の水位となるように調整した。そして、
ACSF 注入ポートおよび ACSF 吸出ポートは、アースで接地した。一方、酸素供給用の
ポートは、2 次蒸留水 (DDW) を経由することで、湿気を含んだ混合ガス (O2 95% / CO2 
5%) が通気できるようになっている (Fig. 2-5)。 
	 上記の全脳スライスとプローブの設置後、測定ソフト (MED64 誘発応答記録ソフト
ウェア) を立ち上げ、海馬 CA1 領域の刺激電極 24 点のうちから最良の刺激点と測定点
を探した。刺激点は 24 点あるうちの 1 点であり、測定点は刺激点に対して左隣の 1 点
である (Fig. 2-5)。最良の刺激点と測定点は、海馬 CA1 領域においてシャーファー側枝
の投射がある放射状層上にある点となるように決めた。 
	 本研究では、細胞外記録法により、海馬 CA3 からの投射 (シャーファー側枝) がある
海馬 CA1 領域の放射状層で、興奮性シナプス後電位 (EPSP) の集合電位である fEPSP
を測定した。細胞外記録法では、細胞膜電位や Na+イオン電流そのものは測定していな
い。後シナプス内へ Na+イオンが流入するとき、この Na+イオン電流に伴って細胞外に
電位変化が生じる。細胞外記録法では、この電位変化が記録電極に伝わり、記録電極と
基準電極との電位差が fEPSP として測定される。具体的には、テスト刺激を与えると、
シャーファー側枝の軸索末端 (前シナプス) からグルタミン酸が放出される。放出され
たグルタミン酸は後シナプス上の AMPA 受容体に結合する。その結果、後シナプス内
へ AMPA 受容体を介して Na+イオンが流入する。この Na+イオン流入により、後シナプ
ス内で脱分極が生じる。また、後シナプス内へ Na+イオンが流入するときに、細胞外で
生じる電位変化が記録電極へ伝わる。このときに生じた記録電極と基準電極の電位差を
測定している (Fig. 2-6)。細胞外電位変化を測定装置で測定すると、電気刺激に伴うア
ーチファクトから数ミリ秒遅れて、前シナプス内への Ca2+イオン流入による細胞外電位
変化である presynaptic fiber volley が観察される。次に、前シナプスによる細胞外電位変
化に続いて、後シナプス内への Na+イオン流入による細胞外電位変化である fEPSP が記
録される (Fig. 2-7)。したがって、細胞外記録法において fEPSP は、後シナプス内への
Na+イオン流入に伴い発生する細胞外での電位変化が記録電極に伝わり、記録電極と基
準電極の電位差として計測される。 
	 1 つのシナプスにおいて、軸索末端からグルタミン酸が放出されて、Na+イオンが後
シナプス内へ流入することにより、後シナプス内で+30mV 程度の脱分極が生じたとき、
細胞外記録法でこの現象を計測しても 30mV の大きさの電位変化は計測されない。細胞
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外記録法で実際に記録される電位変化は、およそ数百 µV となる。以下に理由を説明す
る。ある樹状突起上のシナプス 1 個 (シナプス i とする) に流れる Na+イオン電流を I(i)
とする。刺激電極からの刺激によりこのシナプス i が静止膜電位から+30mV 脱分極した
とすると、このときにシナプス i 内に流入した Na+イオン電流は、I(i) ≈1pA と見積もれ
る。なぜなら、シナプスを直径 1µm の球型のコンデンサーと仮定すると、30mV の電位
差を作るには約 1×10-15 [C]の Na+イオンがシナプス内に流入しなければならない (細胞
膜の厚さ ≈1nm, 誘電率 ε ≈10-11 [F/m]とした)。 また、シナプス内に流入する Na+イオン
の数は、1×10-15 [C] / e[C] ≈6000 (ただし、e =1.6 ×10-19[C]: 電気素量) であるから、約 6000
個の Na+イオンがシナプス内に流入することになる。ここで、MED システムで記録し
た信号波形 (fEPSP) から、この Na+イオンの流入には約 1msec かかるので、このシナプ
ス i に流入した電流は、I(i) ≈1×10-15 [C] / 1[msec] ≈1pA となる。次に、シナプス i から細
胞外記録電極までの距離を r(i)とすると、シナプス i 由来の Na+イオン電流が記録電極に
つくる電位 V(i)は、V(i) =(R/4π) (I(i)/r(i))と表せる。よって、記録電極に生じる電位 V は、
各シナプス iによる V(i)の総和であるため、V =Σi=1V(i) =(R/4π)Σi=1I(i)/r(i)となる (ただし、
R は生体組織の抵抗率であり、2~3Ωm となる)。MED システムでは、記録電極表面付近
の各シナプスで生じる Na+イオン電流による細胞外での電位変化が記録電極表面に伝
わることで電位変化を記録する。よって、記録電極表面付近の Na+イオン電流からの寄
与が最も大きいので r(i) ≈10µm とすると、シナプスの数は、(電極から半径 10µm の半球
の体積) / (直径 1µm のシナプスの体積) で見積もれるので、電極表面付近のシナプス数
はおよそ数千個となる。したがって、記録電極に生じる電位 V は、V ≈1000V(i) ≈100µV
となり、これは MED システムで計測される値と同じオーダーとなる。 (ただし、この
計算において、数千個のシナプスはすべて電極から 10µmの距離にあると仮定している。
実際には、半径 10µm 以内のシナプスが作る V(i)の総和を計算するので、V はここで計
算した値よりも大きくなり、通常の測定時と同等の値となる)。よって、数十 mV 程度
の脱分極が起こるシナプス内への Na+イオン電流を、細胞外記録法を用いて計測すると
数百 µV 程度の電位変化として計測される。 
	 本研究では、fEPSP の下降相の slope を解析した。slope の値は、fEPSP の最小値と最
大値の 10%と 90%の点を結んだ直線の傾きである (Fig. 2-7)。また、テスト刺激には 0.1 
ms の 2 相性パルス電流を用い、45 秒間隔で刺激した。スライスをプローブへ移した後、
45 秒ごとに 1 発のテスト刺激をスライスに与え、fEPSP が安定するまで待った。fEPSP
の安定後、LTP の測定に用いるテスト刺激強度を次のように決定した。テスト刺激強度
を弱い (10 µA) 方から徐々に強めていき、その都度測定された fEPSP の peak amplitude
を記録し、fEPSP の傾きの上昇相にスパイク (population spike) が入り始めた時を最大
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値として、入力応答曲線 (Input-Output curve) を描いた。そして、その半値 (50 %) とな
るような刺激強度を LTP の測定に用いるテスト刺激強度とした (およそ 15 µA ~ 50 µA
の範囲の刺激強度を用いた) (Fig. 2-8)。刺激強度を決めた後、LTP の測定を行った。 
 
2-3-6	 LTP の誘導と測定  
	 本研究では、海馬CA1領域の長期増強 (LTP) を引き起こすための高頻度刺激として、
TBS を用いた。full-TBS は、1 バースト (1 バースト: 200 ms の間に、100 Hz で 5 回刺激) 
× 10 回、weak-TBS は、1 バースト × 3 回と定義する (Fig. 2-9)。また、これらにより誘
導した LTP をそれぞれ full-LTP、weak-LTP とした (新堂, 2010, Hasegawa et al., 2014)。 
	 LTP の誘導は、45 秒ごとに 1 回のテスト刺激を海馬に与え、ベースラインの安定を
20 分間以上確認後、full-TBS あるいは、weak-TBS により LTP をそれぞれ誘導した (Fig. 
2-10)。 
	 薬剤を何も作用させていないスライスに対し、weak-TBS で誘導した LTP を weak-LTP 
(Control) とした。また、薬剤を何も作用させていないスライスに対し、full-TBS で誘導
した LTP を full-LTP とした。 
	 1 匹のラットに対して 2 ~ 4 枚のスライスを実験に用いた。測定する際は、1 枚を
Control 測定用に使用し、その他を薬理作用測定用に使用した。 
 
2-3-7	 Paired pulse facilitation (PPF) の測定  
	 paired pulse 刺激とは、入力線維を短い時間間隔で 2 回刺激する刺激のことである。海
馬 CA1 領域では paired pulse 刺激を与えた場合、paired pulse ratio (PPR) として paired 
pulse facilitation  (PPF) が見られる (Fig. 2-11)。LTP 誘導刺激の前後で PPF の割合 (PPF 
ratio) が変化した場合、前シナプスからの神経伝達物質の放出量に影響を与えているこ
とを表す。そのため、薬理作用が前シナプスあるいは、後シナプスのどちらに依存して
いるかを示す指標と考えられている (Zucker, 1989, Manabe et al., 1993, Dobrunz and 
Stevens, 1997)。本研究では、第 1 刺激と第 2 刺激の間隔を 50 ms、100 ms、200 ms とし
た。また、LTP 測定時に、LTP 誘導刺激を与える前の 20 分間、LTP 誘導刺激後の 60 ~ 70
分の 10 分間にそれぞれ 2 回ずつ paired pulse 刺激を与えた。これら 2 回の PPF ratio の平
均をとり、それぞれの区間の PPF ratio の値とした。ただし、paired pulse 刺激により、
ベースラインに影響を与えないようにするため、各々の刺激は間隔をあけて行った。 
 
2-3-8	 統計解析  
	 1 元配置分散分析 (one-way ANOVA) を用い、各実験条件間で Control または E2 の
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LTP 増強率におけるばらつきの有無をそれぞれで確認した。また、LTP 増強率の比較に
関しては、one-way ANOVA を行った際に、有意差が認められたときは post-hoc 
Tukey-Kramer の多重比較検定法を用いた。2 元配置分散分析 (two-way ANOVA) を行っ
た際に、交互作用が認められれば、下位検定 (単純主効果検定) を行った。3 元配置分
散分析 (three-way ANOVA) を行った際に、2 次の交互作用が認められた場合は、単純
交互作用を調べた。さらに、単純交互作用が認められた場合は、下位検定 (単純・単純
主効果検定) を行った。なお本研究において、どの実験にどの統計解析を用いたかにつ
いては、結果の章に詳しく書かれている。また、各条件における PPF ratio の比較に関
しては、対応のある t 検定法 (paired t-test) を用いた。有意水準はすべて 5%とし、デー
タはすべて平均値 (mean) ± 標準誤差 (SEM) で表記した。サンプル数 n は測定したス
ライス数を示す。 
Wistar rat ♂ (12 Weeks) 
②ビブラトームで厚さ300µm
のスライスを作製した。 
①ラット頭部から全脳を取り
出し氷冷した。 
③ 酸 素 を 通 気 し な が ら 室 温 
(25°C) で、海馬スライスを30
分 間 サ ブ マ ー ジ 状 態 で 静 置
した。その後、液面をインテ
ーフェース状態にし、1時間半
以上静置させた。	 
薬剤作用・
測定へ	 
海馬スライス切片	 
(300µm厚)	 
サブマージ状態　	 　	 
　海馬　	 
大脳	 
小脳	 
嗅球	 
　　Fig. 2-1　海馬急性スライスの作製	 (概要)	 
インターフェイス状態	 
　スライス作製の手順。①12週齢オスラットを深麻酔後、素早く断頭して全脳を取り出
した。取り出した全脳はACSF中で氷冷した。②全脳をスライス作製用に解剖したのち、
ビブラトームを用いて厚さ300 µmのスライスにした。③作製したスライスをACSF中に浸
した状態 (サブマージ状態) で30分間ダメージを回復させた後、ACSFを減らして、スライ
ス表面と同程度の水位となった状態 (インターフェイス状態) で、1 時間半以上静置した。	 
1. サブマージ: 30分 
2. インターフェース: 1時間30分	 
B   薬剤 (E2、アゴニスト、アンタゴニスト、阻害剤の組み合わせ) 作用	 
電気生理測定 
(ACSFのみ灌流)	 
インターフェース 
薬剤作用 
30分から2時間	 
1.  サブマージ : 30分 
2. インターフェース : 1時間30分	 
	 スライス作製 
(300µm厚)	 	 
A   Control	 混合ガス 
(95%O2 / 5%CO2)	 
電気生理測定 
(ACSFのみ灌流)	 
	 スライス作製 
(300µm厚)	 	 
Fig. 2-2　インキュベーション法	 
　　インキュベーション法における手順。 
A.  スライス作製後、ACSFの入ったチャンバーに移し、2時間以上 (1. サブマー
ジ (ACSF中にスライスが浸った状態) : 30分 → 2. インターフェース (ACSFの
水位を減らして、ACSF表面と同程度の水位となった状態) : 1時間半以上) 静
置した。その後、測定装置へスライスを移し、測定を行った。測定中は
ACSFのみを灌流している。 
B.  薬剤	 (E2、アゴニスト、アンタゴニスト、阻害剤の組み合わせ) は、以下の
条件を用いて作用させた。スライス作製後、ACSFの入ったチャンバーに移
し、2時間以上	 (1. サブマージ: 30分 → 2. インターフェース: 1時間半以上) 静
置した。その後、薬剤	 (E2、アゴニスト、アンタゴニスト、阻害剤の組み合
わせ) を加えたACSFが入っている別のチャンバーにスライスを移し、容器内
のACSFを調整してサブマージ状態からインターフェース状態にした。その
状態で作用条件により30分から2時間静置 (インキュベーション)した。作用
後、測定装置へスライスを移し、測定を行った。ただし、測定中はACSFの
みを灌流している。 
混合ガス 
(95%O2 / 5%CO2)	 
混合ガス 
(95%O2 / 5%CO2)	 
Fig. 2-3　循環法	 
B   循環法	 
A   通常の灌流法	 
廃液へ	 
ACSF 
or 
薬剤	 
ACSF 
or 
薬剤	 
スライスへ	 
スライスへ	 
元のデュラン瓶へ	 
ACSF注入用ポート	 
ACSF吸出用ポート	 
ACSF注入用ポート	 
ACSF吸出用ポート	 
　通常の灌流法と循環法の違い。 
A.  通常の灌流法: デュラン瓶に入ったACSFまたは薬剤を加えたACSFを、チューブを通
してACSF注入用ポートまで灌流し、スライスまで到達させる。その後、ACSF救出用
ポートから吸い出し、廃液となる。 
B.  循環法: デュラン瓶に入ったACSFまたは薬剤を加えたACSFを、チューブを通して
ACSF注入用ポートまで灌流し、スライスまで到達させる。その後、ACSF救出用ポー
トから吸い出し、元のデュラン瓶へと灌流する。以後、測定終了まで循環させる。 
 
Fig. 2-4　MED 64 システム	 (multi-electrode array system)	 
 MED64 誘発応答記録ソフトウェアの画面	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の
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定
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能	 	 	 
多電極プローブコネクタ	 
カスタム多電極プローブ	 
多電極刺激増幅器	 
多電極データ記録解析器	 
多電極計測装置	 
B　	  
A　 
A.  多電極計測装置。カスタム多電極プローブ、プローブコネクタ、刺激増幅器、及び
データ記録解析器からなる。 
B.  MED 64  誘発応答記録ソフトウェア	 (MED 64 Recorder For Evoked Response) 。電極刺
激の強度、振動数、パルス数などの刺激パターンを決定することができ、実験時に
リアルタイムで解析ができる。	 
	 	 刺激電極	 	 記録電極	 
ACSF注入用ポート	 
ACSF吸出用ポート	 
B　	  
A　 
Fig. 2-5　カスタム多電極プローブに対する海馬の配置	 
　　　C　  
A.  多電極プローブ内の海馬、メッシュ、スライス押さえ、ACSF注入用ポート、
ACSF吸出用ポートの配置。 
B.  実験時の配置の様子。ACSFの液面はスライスと同程度の水位となるよう調
整しており、実験中は2 ml / minで絶えずACSFを灌流している。 
C.  多電極プローブの刺激点と測定点。海馬CA1領域の	 24 点のうちから、最良
の刺激点を	 1 点選択し、その刺激点に対する左隣の1 点を測定点とした。	 
Fig. 2-6　測定原理 (細胞外記録法)	 
A.  細胞外記録法測定原理の模式図。細胞外記録法では、細胞膜電位やNa+イオン
電流そのものは測定していない。刺激電極からのテスト刺激により、シャー
ファー側枝の軸索末端 (前シナプス) からグルタミン酸が放出される。このこと
で、後シナプス内へAMPA受容体を通じてNa+イオンが流入し、後シナプス内で
脱分極が生じる。また、後シナプス内へNa+イオンが流入するときに細胞外に
生じた電位変化が記録電極へ伝わる。このことで生じた記録電極と基準電極の
電位差がfEPSP (記録波形) として測定される。	  
B.  MEDで測定した際の記録波形。実験では、刺激電極の左隣の記録電極で計測さ
れる波形を記録する。 
記録電極	 
錐体細胞	 
刺激電極	 
刺激電極	記録波形	
B　	  
A　 
シャーファー側枝	 
Na+イオン流入	 
シナプス	 
振幅	 (amplitude)	 
Presynaptic fiber volley 
(前シナプスの電位変化) 
1 mV 
5 ms 
傾き	 (fEPSP slope)  
電 
位	 
(mV)	 
－	 
＋	 
アーチファクト	 
時間(ms)	 
　　Fig. 2-7　fEPSP (field excitatory postsynaptic potential)	 
fEPSP 
(後シナプスの電位変化) 
　　テスト刺激に対する集合興奮性シナプス後電位	 (fEPSP) の波形。	 
　アーチファクトから数ミリ秒遅れて、presynaptic fiber volley (前シナプスにおける細胞
外電位変化) が計測され、それに続いてfEPSP (後シナプスにおける細胞外電位変化) 
が計測される。本研究では、fEPSP slope (後シナプスの細胞外電位変化の最初の傾き) 
を解析した。	 
Fig. 2-8　テスト刺激強度の決定方法	 
B　	  
A　 
A.  テスト刺激に対するfEPSPの外形。上図は、テスト刺激が45 mAの際のfEPSPの外形
を示している。10 ~ 16 msにかけて、スパイク (population spike) が入っているのが分
かる (赤線で囲まれた部分)。テスト刺激強度を上げていき、fEPSPにスパイクが入っ
た時点をテスト刺激強度の最大値とした。 
B.  入力応答曲線	 (input-output curve) 。テスト刺激を出力していくと、その都度fEPSPの
Amplitude (µV) が測定され記録されていく (上図赤点部分)。Aで記したように、
fEPSPの外形にスパイクが入った時点のテスト刺激強度を最大値とした 。入力応答
曲線の最小値 (左側の青線で囲まれた部分の赤点) と、最大値を結んだ直線からMAX 
Amplitudeの半値が割り出され、表示される (黄線で囲まれた部分)。以上から、刺激
強度が決定される (上図の場合、テスト刺激は50 % Stim. = 32.2 (mA) となる)。	 
 この刺激セット (1バースト) 
の回数を変化させる	 	 
 単発刺激を100 Hzで5 回 (1バースト)   
200 ms 
×  10 sets  →  full-TBS 
×   3  sets  →  weak-TBS 
weak-TBS (15 pulses, 3バースト, 600 ms) 
テタヌス刺激 (100 Hz, 1 s) 
シータバースト刺激 (full-TBS (50 pulses, 10バースト, 2 s) ) 
Fig. 2-9　LTP誘導刺激	 
B　	  
A　 
A.  LTP誘導刺激のプロトコル (高頻度刺激: HFS)。	 テタヌス刺激	 (100 Hz, 1 s) とシー
タバースト刺激	 (TBS: 100 Hzで5 pulsesを1セット (1バースト)、5 Hzで1セットを
繰り返す) の刺激プロトコル。 
B.  weak-TBSの刺激プロトコル。100 Hz, 5 pulseの刺激を1セット (1バースト)として、
3セット繰り返したものをweak-TBSと定義する。 
 -20 ~ 0 分のfEPSPの平均を100 %として規格化	 
	 測定点におけるfEPSPの波形	 	  fEPSP slopeの時間変化	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　　Fig. 2-10　TBSによるLTPの観測	 
B　	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テスト刺激(1発) 
µV 
ms µV 
ms 
weak-TBS後	 
テスト刺激(1発) 
A.  刺激時の測定画面。45秒に1回の間隔でテスト刺激をスライスに与える。左画面は測
定点におけるfEPSPの波形を表し、右画面はfEPSP slopeの時間変化を示す。	 
B.  fEPSPの時間変化。縦軸はfEPSP slopeを、横軸は時間経過を表す。縦軸は、−20 ~ 0分
の間の20分間のfEPSPの平均値を100 %として規格化した。1発のテスト刺激につき測
定されるfEPSP slope値が安定するのを確認後、TBSなどの刺激を0分の時点で与える。
刺激後には、テスト刺激に対するfEPSP slope値は大きくなり、LTPが誘導される	 (赤
矢印)。	 
50ms 
Slope①	 Slope② 
Slope①	
Slope② 
＞ １ 	
PPF ratio 	
　　Fig. 2-11　PPF (paierd pulse facilitation)	 
電 
位	 
(µV)	 
－	 
＋	 
　PPF (paired pulse facilitation) の波形と定義。図は海馬CA1領域を	 50 ms間隔で	 2 回刺激	 
(paired pulse stimulation) した時の波形である。第2刺激に対するfEPSP slope値 / 第1刺激に対
するfEPSP slope値を、PPR (paired pulse ratio) といい、PPRが	 1 より大きい場合をPPFとい
う。	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第 3 章	 結果  
 
	 本章については、5 年以内に雑誌掲載等で刊行予定のため、非公開。 
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第 4 章	 考察  
 
	 本章については、5 年以内に雑誌掲載等で刊行予定のため、非公開。 
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